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る( 4 , 5) 。
Bacillus megα terium A TCC 19213芽胞は， L-Alanine により発芽するが， D-Glucose では発芽
しなしミ。しかし本芽胞は， 1.45mM p-Chloromercuribenzoate (PCMB) 溶液 (pH 8.0) 中で60
℃・ 30分間処理することにより， D-Glucoseで発芽する (6)0 Clostridium bifermentαns 芽胞はO.lN
-NaOHで 4 oC , 30分間処理されると， L-Serineで発芽誘導がみられるようになる(7)0 B. licheni-
formis 芽胞は，過酸化水素処理によりヨウ化カリウムで発芽される (8)。このように，芽胞に何らかの
処理を加えて芽胞の性質を変化させ，その変化の原因を究明することにより，芽胞の発芽機構を解明






第 1 章 PCMB処理芽胞の発芽性にわよぽす Urea処理の影響
B.megαlerium ATCC 19213芽胞は， L-Alanine , Inosine で発芽するが， D-Glucose では発芽
しない。しかし PCMB処理すると，本芽胞は PCMB と結合するとともに D-Glucose で発芽するよう
になる (Fig.1) 。このことは，芽胞成分がPCMB と結合し，芽胞の性質に変化が起こり，これが芽
胞の発芽剤に対する特異性の変化につながったことを示唆している。
Waites ら (7)は，芽胞の発芽剤特異性発現に芽胞殻が関与していることを示唆している。 Nishihara
ら (10)は，タンパク質可溶化剤で芽胞を処理した場合主として芽胞殻タンパク質が抽出され.ることを報
告している。そこでPCMB処理芽胞について種々のタンパク質可溶化剤処理を行い，この芽胞の発芽
性の変化について検討した。その結果， Ureaで、処理した芽胞 (PCMB-Urea処理芽胞)では D-
Glucose による発芽能が消失していることを認めた (Fig. 1) 。この Urea処理時の上清中には， PCMB 
処理芽胞に結合していた PCMBの56.6%に相当する水銀量が含まれていた。また，タンパク質も PC
MB処理芽胞 1 mgあたり 13.5μgが流出したことを認めた。
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Fig.1. Germination of (A) Intact , (B) PCMB-and (C) Urea Treated PCMB-Spores 
第 2 章 Urea抽出液中の水銀結合物質の検索とこの物質の芽胞への再構成
PCMB処理芽胞を Urea処理した結果， PCMB処理効果が消失したことから， Urea抽出液中にPC
MB結合芽胞成分が存在するものと考え 水銀量を指標としてこの物質の検索を行った。 Urea抽出液
を Sephadex G-25で分画した結果， Fig.2 に示すように，水銀は高分子物質画分 (HM Fra) と低分
子物質画分 (LM Fra) に分離し とくに LM Fra は， Urea処理時PCMB処理芽胞から流出した水
銀量の90%以上を含有していた。
両画分の PCMB処理効果への関与を検討するために， Fig.3 に示す方法に従って再構成実験を行っ
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Fig.2. Sephadex G-25 Column Chromatography of ~ Urea Extract. 
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Fig.4. Germination of PCMB-Urea-treated Spores after 




第 3 章 水銀含有低分子物質の精製とその化学組成
Urea処理てて、流出する量の90%以上の水銀が， LM Fra に含まれていることから， Fig.5 に示した
方法でこの画分を精製した。その結果，高速液体クロマトグラフィーおよび薄層クロマトグラフィー
において単ーとみなすことのできる物質を得ることができた。この物質は，ニンヒドリン反応陽性お
よびDNP化 (2 ， 4- Dinitrophenylation) されることから，ペプチドであることが考えられた。そこで
この物質のアミノ酸組成を検討した。結果は， Table 1 に示した。このペプチドの N-およびc- 末端
アミノ酸を DNP化法およびヒドラジン分解法により検討し，それぞれ Glycine および、Glutamic acid 
であることを認めた。これらの結果に加えて， Sephadex G-25 , G-10 によるゲルろ過実験結果から，
水銀含有低分子物質は分子量約 1 ， 000のペプチドであることが明らかとなった。
PCMB-tre晶 t岨d Sponu 
10n(10 mq spores/ml 8 
37 ・ C ， :2.5 hr) 
Contriluqe(lO ,OOOxg , 15 min) 
Sephaol&x G・2s ColWlln Chrn軍f，atO(J raphy
OE1\R-Callulo同 Col凶Ul Chr酬ato宮E且phy
Sephadex G相10 Column Cnrom盈 t09raphy
2. .・Dinitrophenylation(pH 9.0 , 37 ・ C ， 2 hr) 
Prep. Thin Layer Chrolllato9u.phy (2 time&) 
Solv卑 nt
l 冨 t I Ethyl Acetate : n-Propanol (2:1) 
2nd I Acet.one I Chloroform (2:1) 
PCMB-Bi.nding Cαnponent 
Fig.5. Purification Procedure for PCMB-Binding Component obtained 
from Urea Extract 
Table 1. Amino Acid Compoaition and Hg Content of PCMB-Binding Component 
Amino A.cid I Content Molar Ib.tio (runol) 
Gly $6.6 4 喝 35
5er 55.6 ..29 
ASp 40.7 J .13 
A!. 晶 32 , 2 2.48 
Gh¥ 32.1 2.41 
Thr 1l.O 1. O(l 
持。 56.6 4 事 35
第 4 章 水銀含有ペプチドの一次構造
水銀含有低分子物質は，ペプチドであることが明らかとなったが その化学構造を明らかにするた
めにアミノ酸配列分析を行った (Table 2) 。すなわち 最初に本ペプチドを Koide ら (11)の方法に従っ
てトリプシン処理し 分解物を二次元ペーパークロマトグラフイーにて精製した。これにより得られ





キシペプチターゼ Y を用いたにもかかわらず，各フラグメント (T-1 ， 2 ， 4 ， 5) とも Serineの位置で、酵
素反応が停止した。その結果， T-1 では Asp ・ Serの配列決定ができなかった。そこで T-1 をさらに
高濃度のペプシンで処理し，分解物を二次元ペーパークロマトグラフィーにて精製し， P-1- 1, P-1-2 
を得た。以上の検討により得た結果を総合して，本ペプチドの一次構造を Gly-Asp-Ser-Ala-Aspｭ
Ser-G ly-G lu-G ly-Asp-Ser-Ala-Thr-Ser-G ly-G lu と決定した。
Table 2. Summary of Sequence Studies on PCMB-Binding Component 
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第 5 章 水銀含有ペプチド中の水銀結合アミノ酸
水銀含有ペプチドは， Cysteine残基を含まず，また 1 分子中に 4 分子の PCMB に相当する水銀を
持っている。 (Table 1) また PCMB は， Cysteineの SH基と反応すると考えられている。これらの
ことから， PCMB結合アミノ酸について検討した。
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Fig.6. Analysis of Hg-Binding Amino Acid on Paper Chromatography 
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再構成実験に用いた LM Fra について順次ペプシン処理，カルボキシペプチターゼ処理，アミノペ
プチダーゼ、処理を行い，ペプシドをアミノ酸にまで分解した。分解物をペーパークロマトグラフィー
により分析した結果， Fig.6 に示すように， Rf値0.96の位置に水銀を含むニンヒドリン反応陽性物質
の存在を認めた。そこでこの画分のアミノ酸組成むよび水銀量を検討した。その結果 Table 3 に示し
たように，この画分からアミノ酸としては Serine のみが検出され， Serine: 水銀のモル比は 1 : 0.83 
であった。 Fig.6 と同じ条件で，本ペプチドの構成アミノ酸 6 種についてペーパークロマトグラフィ
ーを行った場合，それらはすべて Rf値0.2付近に検出された。これらの結果から，水銀はペプチド中
の Serine残基と結合していることが明らかとなった。
Table 3. Amino Acid Composition and Hg Content of Ninhydrinｭ
Positive Material 
r~:.i 汽o l:.cid Cr:mol) ほCJ Coれ tent:{ロ打\01) 1'01ar Ra七工σ
Ser ç; n 叫'JoI..)".t/ . 4 1.告 1 : (L-33 
結 壬h..d岡
B. megα terium ATCC 19213 芽胞の， PCMB処理により発芽剤特異性の変化に関与する，芽胞成
分について検討した。
1 . PCMB処理B. megaterium ATCC 19213芽胞の発芽剤特異性は， PCMB処理芽胞を Urea処理
した PCMB-Urea処理芽胞では変化し，未処理芽胞のそれと同じになった。
2. PCMB処理芽胞の Urea処理時に，芽胞から流出する水銀結合物質を PCMB-Urea処理芽胞に再
構成した芽胞は，再び発芽剤特異性が変化した。
3. PCMB処理芽胞の Urea処理時に流出する水銀含有低分子物質を精製し，分子量約 1 ， 600のペプ
チドであることを明らかにした。
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論文の審査結果の要旨
B.megαterium A TCC 19213芽胞は L- アラニンによって発芽するが， D- グルコースでは発芽しな
いことが知られている。しかし，この特異性は芽胞をPCMBで処理すると変化し， D- グルコースで
も発芽するようになる。しかし PCMB処理芽胞を尿素処理すると D- グルコースでは発芽しなくな
りもとの発芽性に戻ることが明らかにされた。このことは PCMB と結合して発芽特異性に変化を生じ
させた物質が尿素処理により菌体外に流出したことを示唆するものであり この考え方にもとずいて
可溶化された物質を精製した結果 PCMB と結合している主要ペプチドを単離することに成功した。こ
の物質の一次構造を明らかにし， しかも PCMBの水銀部分がこの構造内のセリンと結合していること
を明らかにした。この分画と小量で、はあるが，分子量の大きいやはり水銀を含む分画を混合し PCMB
-尿素処理芽胞に添加し 再構成させると再びD- グルコースでも発芽することが確認された。以上の
ような研究業績は発芽機構の解明に貢献する独創的な研究として薬学博士の学位を授与するに値する
ものと判定した。
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